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Zur Bestimmung präzipitierender Antikörper
mit der umgekehrten einfachen radialen Immunodiffusion
Von A. OBERDORFER und H. BLAUFUSS
Institut für Klinische Chemie und Klinische Biochemie
(Direktor: Prof. Dr. A. Oberdorfer) der Technischen Universität München
(Eingegangen am 9. Juni 1972)
Bei der Bestimmung präzipitierender Antikörper mit der umgekehrten einfachen radialen Immunodiffusion und der quantitativen Immuno-
präzipitation ergab ein mit Kaninchenantiseren gegen Humanserumalbumin durchgeführter Vergleich dieser beiden Methoden folgende
Resultate: Die umgekehrte einfache radiale Immunodiffusion ist spezifischer als die quantitative Immunopräzipitation. Die Empfindlichkeit
der beiden Methoden ist annähernd gleich. Die Streuung der umgekehrten einfachen radialen Immunodiffusion ist geringer als diejenige
der quantitativen Immunopräzipitation. Die Korrelation zwischen der umgekehrten einfachen radialen Immunodiffusion und der quanti-
tativen Immunopräzipitation ist hoch signifikant (p < 0,001). Hinsichtlich Arbeitszeit, Reaktionszeit, apparativer Ausrüstung und
benötigter Probenmenge ist die umgekehrte einfache radiale Immunodiffusioh weniger aufwendig als die quantitative Immunopräzipita-
tion. Für ein Ergebnis der umgekehrten einfachen radialen Immunodiffusion kann mit HiJfe der Regressionsgleichung der entsprechende
Wert der quantitativen Immunopräzipitation berechnet werden. Die gewählten Toleranzbereiche gewährleisten eine Sicherheitswahr-
scheinlichkeit von 95%.
j Determination of precipitating antibodies by reversed single radial immunodiffusion
The method of reversed single radial immunodiffusion for the determination of precipitating antibodies was compared with quantitative
immunoprecipitation, using the system rabbit antiserum-human serum albumin. Reversed single radial immunodiffusion is more
specific than quantitative immunoprecipitation. The sensitivities of the two methods are approximately the same. Reversed single radial
immunodiffusion shows less variability than quantitative immunoprecipitation. The correlation between reversed single radial immuno-
diffusion and quantitative immunoprecipitation is highly significant (p < 0.001). Concerning time of operation, reaction time, equipment
and amount of sample required, the reversed single radial immunodiffusion is less demanding than quantitative immunoprecipitation.
With the aid of the regression equation, the result from reversed single radial immunodiffusion can be used to calculate the corresponding
value for the quantitative immunoprecipitation. The chosen tolerance range guarantees a confidence level of 95%.
Die Bestimmung präzipitierender Antikörper mit der 15,9%. Bei der Untersuchung in der analytischen Ultrazentrifuge
quantitativen Immunopräzipitation nach HEIDELBERGER (sfinco Modf! *> wurd* eine sedimentierende Komponente
/ o\ · _ i v i · · i · o >-r · j erhalten. Bei der Immunoelektrophorese mit polyvalentem Anti-
(l, 2) ist bekanntlich mit einem relativ großen Zeit- und humanserum kam cine Prä2ipitationsiinie 2ur Darstellung. Die
Arbeitsaufwand verbunden; außerdem werden hierbei Herstellung der Antiseren erfolgte durch Immunisierung von Kanin-
verhältnismäßig große Mengen des zu untersuchenden chen.
Antiserums benötigt. Es fehlte daher nicht an Ver- Die quantitative Immunopräzipitation wurde in 0,05 mol/1 Natrium-
suchen, die Originalmethode zu modifizieren oder durch Ph°sphatpuffer pH 7,2 durchgeführt. Hierzu wurden 0,5 ml Anti-0 . serum und 0,5 ml Antigenlosung gemischt. Für die Prazipitations-
andere Verfahren zu ersetzen. In letzter Zeit wurde auch kulve wurden 10 Ansät2e mit Antigenkonzentrationen entspre-
die einfache radiale Immunodiffusion zur Bestimmung chend 10—320/ig N/ml hergestellt. Die Ansätze wurden zwei
präzipitierender Antikörper herangezogen (3—7). Die Stunden bei 37°C und fünf Tage bei 4°C stehengelassen. Die hier-
besondere Eignung der „umgekehrten" einfachen bei entstandenen Immunopräzipitate wurden nach zweimaligem
" v I T i·? · .. -r» · Waschen mit je 4ml 0,05 mol/1 NatriumphosphatpufTer pH 7,2radialen Immunodiffusion zur Antikörper-Bestimmung unter 2usatz ^{ eines £emisches ^on konz> ̂ ^ ge_
wurde kürzlich durch die MRC Working Party on the sätt. K2SO4-Lösung amd Selen verascht. Die Wasserdampf-
Clinical Use of Immunological Reagents (8) hervor- destination wurde in*einer modifizierten PARNASS-WAGNER-Appa-
gehoben, die diese Methode als Testmethode zur Standar- ratur (9) durchgeführt. Das Ammoniak wurde in Borsäure aufge-
disierungvonAntiserenempfahLImfolgendensollübe, ^^J^SS^^^S^^ ff^
Ergebnisse berichtet werden, die bei vergleichenden _. , , . . . .. . r ..„ . , . . .& · 9 i j i ^Ie tw&kebrte einfache radiale Immunodiffusion wurde m Agarosegel
Untersuchungen der umgekehrten einfachen radialen durchgeführt. Zur Herstellung der aotigenhaltigen Agarosegele
Immunodiffusion und der quantitativen Immunopräzipi- wurden 100 ml einer l,5proz. Agaroscpufferlösung (Agarose
tation erhalten wurden. reinst, Serva Entwicklungslabor, Heidelberg, 0,05 mol/1 Natrium-
phosphatpuffer pH 7,2) bei 56° C mit l ml Antigenlosung (l mg
.. _ bzw. 2 mg bzw. 5 mg Humanalbumin, gelöst in 0,05 mol/1 Na-
Matenal und Methoden triumphosphatpuffer pH 7,2) gemischt. Die auf diese Weise herge-
Als Antigen wurde Humanserumalbumin (Humanalbumin trocken, stellten Agarosepufferlösungen enthalten 0,01 bzw. 0,02 bzw. 0,05
reinst, der Firma Behringwerke AG, Marburg/Lahn) verwendet. mg Humanalbumin/ml. Je 8,5 ml der antigenhaitigen Agarose-
Das bis zur Gewichtskonstanz bei 70°C über Phosphorpentoxid Pufferlösungen wurden mit vorgewärmten Pipetten in runde, auf
in Vakuum getrocknete Präparat hatte einen Stickstoffgehalt von 40° C temperierte Kunststoffschalen (leere Partigcn-Platten der
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Bchringwerke AG, Marburg/Lahn) pipettiert. In die erstarrte, l mm
hohe Gelschicht wurden pro Schale 12 Löcher gcstanzt (Loch-
durchmesser: 3mm, Abstand von Loch zu Loch: etwa 1,5cm).
In jedes Loch wurden je 5 \ der zu untersuchenden Probe einge-
füllt. Zur Herstellung einer „feuchten Kammer" wurde in die gel-
freie Mitte jeder Kunststoffschale ein mit Wasser getränkter
Schwamm gelegt und die Schale mit einem Deckel verschlossen. Zur
Diffusion wurden die Schalen 72 h bei Raumtemperatur stehen-
gelassen. Wie in Vorversuchen festgestellt wurde, ist nach dieser
Zeit die vollständige Ausbildung des Immunopräzipitates auch bei
Seren mit hohen Antikörpertitern beendet. Der Durchmesser des
äußeren Präzipitatsringes wurde ohne Anfärbung des Präzipitates
mit Hilfe eines binocularen Meßmikroskops (Gesamtskala: 10 mm;
l Teilstrich = 0,1 mm) gemessen. Zur Archivierung wurden die
Platten ungefärbt im Durchlicht photographiert. Das Ausmessen
der Durchmesser der äußeren Präzipitatringe kann auch auf der
photographischen Aufnahme erfolgen, da durch den Lochdurch-
messer eine konstante Vergleichsgröße gegeben ist.
Für die Mehrzahl der untersuchten Proben eignet sich eine Anti-
genkonzentration von 0,02 mg Humanalbumin/ml Agarosegel.
Wie die Untersuchung der Präzision der Methode ergab, weisen die
Variationskoeffizienten der Präzipitatdurchmesser in einem Bereich
von 4,0 mm bis 8,0 mm nur geringgradige Unterschiede auf; ober-
halb eines Grenzwertes von 8,0mm steigen die Variations-
koeffizienten der Präzipitatdurchmesser jedoch an,. vorwiegend
wohl infolge der Unscharfe des Präzipitatrandes und der gegen-
seitigen Beeinflussung benachbarter Präzipitatringe. Daher wurden
Meßergebnisse von Präzipitaten mit Durchmessern von mehr als
8,0 mm nicht verwertet. Für die Untersuchung von Seren mit
hohem Antikörpergehalt wurde eine Antigenkonzentration von
0,05 mg Humanalbumin/ml Agarosegel verwendet. Für Proben
mit relativ niedrigem Antikörpertiter wurde zur Erzielung größerer
und dadurch genauer meßbarer Präzipitatdurchmesser eine Anti-
genkonzentration von 0,01 mg Humanalbumin/ml Agarosegel
gewählt.
Das bei der umgekehrten einfachen radialen ImmunodifTusion er-
haltene Präzipitat besteht aus drei konzentrischen Ringzonen, die
sich durch Intensität und Breite unterscheiden (Abb. 1). In der
inneren Ringzone, die sich in der Abbildung an den das Loch
umgebenden Lichtreflex anschließt, ist kein Präzipitat erkennbar.
Die Breite dieser inneren Ringzone ändert sich bei steigender Anti-
serumkonzentration nur gering. Die mittlere Ringzone enthält ein
deutlich erkennbares Präzipitat. Die bei konstanter Antigenkon-
zentration und bei steigendem Antiserumtiter resultierende Zu-
nahme des Gesamtpräzipitates betrifft vorwiegend diese mittlere
Ringzone. Die äußere Ringzone wird dargestellt durch ein scharf
umschriebenes, relativ schmales Präzipitat starker Intensität. Die
Breite und Intensität der äußeren Ringzone nimmt bei konstantem
Antiserumtiter mit steigender Antigenkonzentration zu.
Die Beziehung zwischen Präzipitatdurchmesser und Antikörper-
gehalt des Antiserums wird ausgedrückt durch die Gleichung
S = S0 + K - CAS




Bestimmung prazipitierender Antikörper durch umgekehrte einfache
radiale Immune-diffusion. Durchmesser der Immunopräzipitate in Ab-
hängigkeit vom Antikörpergehalt der Antiseren (Antiserumvefdim-
nung) und von der Antigenkonzentration
Antiserumkonzentration
Abb. 2
Bestimmung prazipitierender Antikörper durch umgekehrte einfache
radiale immunodiffusion. Beziehung zwischen Präzipitatdurchmesser
und Antiserumkohzentration. S = gemessener Durchmesser (sog. Prä-
zipitatdurchmesser), Sj = Durchmesser des Loches, Si = doppelte
Breite der inneren Ringzone, S p = doppelte Breite der mittleren und
äußeren Ringzone, S0 = Präzipitatdurchmesser bei der Antiserum-
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Antiserumverdünnung
Abb. 3
Bestimmung prazipitierender Antikörper durch umgekehrte einfache
radiale Immunodiffüsion. Beziehung zwischen Präzipitatdurchmesser
(Ordinate) und Antiserumkonzentration (Abszisse) bei 3 verschiedenen
Antigenkonzentrationen. Die verschiedenen Antiserumkonzentrationen
sind ausgedrückt durch die Antiserumverdünnung, d. h. das Verhältnis
des in den einzelnen Ansätzen enthaltenen Antiserumanteils zum
Gesamtvolumen, r = Korrelationskoeffizient
S ist der Durchmesser des äußeren Präzipitatringes, d.'h. des
äußeren Randes der äußeren Ringzone. S setzt sich aus dem
Durchmesser des Loches und der doppelten Breite der drei Ring-
zonen zusammen. Im folgenden wird S als „Präzipitatdurchmesser*'
bezeichnet.
S0 ist der Präzipitatdurchmesser bei der Antiserumkonzentration
Null.
Der Faktor K drückt die Steigung einer Geraden aus, die man
erhält, wenn man die Präzipitatdurchmesser verschiedener Kon-
zentrationen eines Antiserums in ein Koordinatensystem einträgt
(Abszisse: Antiserumkonzentration, Ordinate: Präzipitatdurch-
messer). Der Faktor K ist abhängig von der Antigenkonzentration.
Die Beziehung zwischen Faktor K und Antigenkonzentration ist
umgekehrt proportional.
Mit CAS wird die Antiserumkonzentration bezeichnet (Abb. 2).
Zur Prüfung der Linearität der Beziehung zwischen Präzipitat-
durchmesser und Antiserumkonzentration wurde die Korrelation
zwischen Präzipitatdurchmesser und Antiserumverdünnung bei
verschiedenen Antigenkonzentrationen bestimmt (Abb. 3). Hierbei
wurden hoch signifikante Korrelationen festgestellt (p < 0,001).
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Statistische Methodik
Zur Bestimmung der Beziehung zwischen der quantitativen
Immunopräzipitation und der umgekehrten einfachen radialen
ImmunodifFusion wurde der lineare Regressionsansatz benutzt.
Als Maß für die Straffheit des linearen Zusammenhangs wurde der
Korrelations-Koeffizient (r) verwendet.
Im Ansatz der Regressionsgleichung y = a + bx + e wird die
Streuung der Werte yi um die Regressionsgerade durch die Zufalls-
variable e angedeutet. Die Zufallsvariable e wird als normalverteilt
[N (O, er»)] vorausgesetzt. Als Schätzung für «TR, der Streuung der
Einzelpunkte um die Regressionsgerade, wurde die Formel
benutzt. Aus der Regressionsgleichung läßt sich für jeden Wert
der Erwartungswert der Zufalls variablen y berechnen. Dieser wird
mit VR bezeichnet. Der tatsächliche Wert von y streutr um diesen
mittleren Wert. Es wurde deshalb der Toleranzbereich nach fol-
gender Formel bestimmt:
y = VR i t SR
Der Toleranzfaktor (t) wurde dem Tabellen werk von OWEN (10)
entnommen. Er ist abhängig von der Anzahl der durchgeführten
Bestimmungen und von den Sicherheitswahrscheinlichkeiten
(jeweils 95%). Diese sagen aus, daß mit 95prozentiger Wahrschein-
lichkeit auch in späteren Stichproben 95% aller Werte im ange-
gebenen Bereich liegen. Bei dieser Berechnung wird der im Rah-
men des Stichprobenfehlers von Stichprobe zu Stichprobe etwas
abweichende Verlauf der Schätzkurve in der Angabe des Toleranz-
bereiches mit berücksichtigt.
Die Rechenarbeiten wurden mit dem Tischcomputer Programma
101 der Firma Olivetti und der Rechenmaschine Combitron S der
Firma Diehl durchgeführt.
Ergebnisse und Diskussion
Die Untersuchung der umgekehrten einfachen radialen
ImmunodifFusion und der Vergleich dieser Methode mit
der quantitativen· Immunopräzipitation wurden nach
folgenden Kriterien durchgeführt: Spezifität, Empfind-
lichkeit, Präzision, Richtigkeit, zeitlicher Arbeitsauf-
wand, Reaktionszeit, apparativer Aufwand, benötigte
Mengen an Untersuchungsmaterial.
Zur Bestimmung der Spezifität der Methoden wurden
Seren von nichtimmunisierten Kaninchen untersucht.
Mit der quantitativen Immunopräzipitation wurde hier-
bei pro Ansatz (n = 20) ein Stickstoffgehalt von 28 ± 4
/*g N erhalten. Dieser Stickstoff besteht aus dem Stick-
stoff von auch nach zweimaligem Waschen noch am Glas
haftenden Serumresten und dem Stickstoff der Reagen-
zien. Der Anteil des Reagenzien-Stickstoffes beträgt
17 ± 2 N. Mit der umgekehrten einfachen radialen
Immunodiffusion konnte bei der Untersuchung von
Seren nichtimmunisierter Tiere kein meßbares Präzipitat
festgestellt werden. Die umgekehrte einfache radiale
Immunodiffusion erwies sich demnach im Vergleich zur
quantitativen Immunopräzipitation als die spezifischere
Methode.
Als Kriterium für die Empfindlichkeit wurde die untere
Nachweisgrenze gewählt. Diese kann durch Mittelwert
plus drei Standardabweichungen des Blindwertes
(ic + 3 s) definiert werden (11). Wenn man den mit der
quantitativen Immunopräzipitation bei der Unter-
suchung von Seren nichtimmunisierter Kaninchen er-
haltenen Stickstoffwert als Blindwert betrachtet, ergibt
sich für diese Methode eine untere Nachweisgrenze von
40 N (x = 28 N, s = 4//g N). Die obengenannte
Definition ist bei der umgekehrten einfachen radialen
Immunodiffusion zur Beschreibung der unteren Nach-
weisgrenze nicht anwendbar, da bei dieser Methode
kein meßbarer Blindwert erhalten wird. An Stelle des
Blindwertes kann man zur Bestimmung der unteren
Nachweisgrenze den kleinsten noch sicher meßbaren
Immunopräzipitatdurchmesser heranziehen, da dessen
Streuung ähnlich der Streuung des vermuteten Blind-
wertes ist. Untersucht man die Streuung eines der Anti-
seren, dessen Antikörpergehalt in der Nähe der unteren
Nachweisgrenze liegt, so erhält man bei einem Mittel-
wert = 4,0333 mm eine Standardabweichung von
s = 0,0322 mm (n = 24). Die untere Nachweisgrenze
Tab. l
Bestimmung präzipitierender Antikörper durch umgekehrte einfache radiale Immunodiffusion (UERID) und quantitative Immunopräzipitation
(IP): Vergleich der unteren Nachweisgrenzen beider Methoden durch Untersuchung von Verdünnungsreihen1) von 4 verschiedenen Antiseren
(I, II, III, IV)



































































































































]) Das zur Verdünnung der Antiseren verwendete Mischserum aus Seren von 9 nichtimmunisierten Kaninchen ergab mit der quantitativen
Immunopräzipitation 30 ßg N. Bei der Untersuchung dieses Mischserums mit der umgekehrten einfachen radialen Immunodiffusion wurde kein
meßbares Präzipitat festgestellt.
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würde demnach 4,1299mm betragen. Berechnet man
für einen Präzipitatdurchmesser von 4,0 mm den ent-
sprechenden Wert der quantitativen Immunopräzipita-
tion, so erhält man bei der Antigenkonzentration von
0,01 mg Humanalbumin/ml Agarosegel hierfür einen
Wert von 40 § . Dieser Wert entspricht der unteren
Nachweisgrenze der quantitativen Immunopräzipita-
tion. Ein Unterschied zwischen den unteren Nachweis-
grenzen der quantitativen Immunopräzipitation und der
umgekehrten einfachen radialen Immunodiffusion ist
demnach nicht zu erkennen. Zum Vergleich der unteren
Nachweisgrenzen beider Methoden wurden außerdem
Verdünnungsreihen von Antiseren untersucht. Wie aus
Tabelle l ersichtlich ist, konnten auch hierbei keine
Unterschiede der Empfindlichkeit beider Methoden
festgestellt werden.
Zur Untersuchung der Präzision wurde für beide Me-
thoden die Streuung in der Serie bestimmt. Die hierbei
gewonnenen Ergebnisse sind in den Tabellen 2 und 3
enthalten. Bei der quantitativen Immunopräzipitation ist
die Streuung in der Serie abhängig vom Antikörpergehalt
der Antiseren bzw. von der Menge des gemessenen Präzi-
pitatstickstoffes. Mit steigendem Präzipitatstickstoff
sinkt der Vajiationskoeffizient von 5,8% auf 1,5%. Bei
der umgekehrten einfachen radialen Immunodiffusion
ist eine derartige Abhängigkeit der Streuung der
Methode von der Antikörperkonzentration des Anti-
serums nicht zu erkennen. Der Variations-Koeffizient
der Streuung in der Serie liegt bei der umgekehrten
einfachen radialen Immunodiffusion zwischen 0,8% und
1,6%. Außerdem wurde bei dieser Methode auch die
Streuung von Platte zu Platte bestimmt; hierbei wurde
ein Variationskoeffizient von 2,5% erhalten. Ein Ver-
gleich der mit beiden Methoden bei der Untersuchung
von Antiseren gleichhoher Antikörpergehalte .gewon-
nenen Ergebnisse zeigt, daß insbesondere bei Antiseren
mit niedrigem Antikörpergehalt die Streuung der quanti-
tativen Immunopräzipitation größer ist als diejenige der
umgekehrten einfachen radialen Immunodiffusion. Die
Präzision der umgekehrten einfachen radialen Immuno-
diffusion ist demnach bei der Untersuchung von Anti-
seren mit niedrigem Antikörpergehalt besser als die-
jenige der quantitativen Immunopräzipitation.
Tab. 2
Bestimmung präzipitierender Antikörper durch quantitative Immuno-
präzipitation: Streuung in der Serie; s und VK resultieren aus einer
Aufrundung von Zahlen mit vier Kommastellen
Tab. 3
Bestimmung präzipitierender Antikörper durch umgekehrte einfache
-radiale Irnmunodiffusion: Streuung in der Serie; s und VK resultieren




























































































































* n = 24, bestimmt in zwei Diffusionsplatten.
Zur Prüfung der Richtigkeit einer Analysenmethode
stehen bekanntlich folgende Verfahren zur Verfügung:
Untersuchung von Proben mit bekanntem Gehalt,
Wiederfindungsversuche, Vergleich mit einer anderen,
bereits bewährten Methode. Die beiden erstgenannten
Verfahren können in vorliegendem Fall nicht angewandt
werden, da weder standardisierte Antiseren noch ent-
sprechende Antikörperpräparate zur Verfügung stehen.
Zur Prüfung der Richtigkeit der umgekehrten einfachen
radialen Immunodiffusioii wurde deshalb ein Vergleich
mit der quantitativen Immunopräzipitation durchgeführt.
Die Untersuchung der Korrelation zwischen diesen
beiden Methoden erfolgte bei drei verschiedenen Anti-
genkonzentrationen. Hierbei wurden die Korrelations-
koeffizienten 0,9040, 0,9420 und 0,9350 erhalten (Tab. 4,
Abb. 4). Die Irrtumswahrscheinlichkeit ist kleiner als
0,1%. Die Korrelation zwischen umgekehrter einfacher
radialer Immunodiffusion und quantitativer Immuno-
präzipitation ist demnach hoch signifikant. Es ist des-
halb möglich, mit Hilfe der in Tabelle 4 angegebenen
linearen Regressionsgleichung unter Berücksichtigung
eines Toleranzbereiches für ein Ergebnis der umge-
kehrten einfachen radialen Irnmunodiffusion den ent-
sprechenden Wert (^wgN) der quantitativen Immuno-
präzipitation zu berechnen. Wie aus Abbildung 4 zu
erkennen ist, nimmt die Streuung der Einzelpunkte um
die Regressionsgerade in Abhängigkeit von der Größe
des Meßwertes, d. h. mit steigendem Antikörpergehalt,
zu. Wählt man jedoch — wie hier vorgeschlagen *—
einen Toleranzbereich von 95proz. Sicherheit, so ist
darin auch die Streuung größerer Meßwerte ent-
halten.
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Tab. 4
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* Die Zahlen dieser Kolonnen resultieren aus einer Aufrundung von Zahlen mit vier Kommastellen.
** Die Werte für t wurden dem Tabellenwerk von OWEN (10) entnommen.
Abb. 4
Korrelation zwischen umgekehrter einfacher radialer Immuno-
diffusion und quantitativer Immunopräzipitation bei 3 ver-
schiedenen Antigenkonzentrationen. Gleichungen der Regres-
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Die Richtigkeit der mit der umgekehrten einfachen
radialen Immunodiffusion erhaltenen Ergebnisse kann
dadurch beeinträchtigt werden, daß verschieden große
Antikörpermoleküle unterschiedlich weit in das Gel
hineindiffundieren. Der Präzipitatdurchmesser kann
demnach auch von der Zusammensetzung des Anti-
körpergemisches im Antiserum abhängen. Diese Über-
legungen können dann an Bedeutung gewinnen, wenn
die Methode zur Untersuchung des Verlaufs der Anti-
körperbildung angewendet wird. Ob und in welchem
Ausmaß sich dieser Störfaktor auf die Ergebnisse der
umgekehrten einfachen radialen Immunodiffusion tat-
sächlich auswirkt, wurde im Rahmen dieser Arbeit
jedoch nicht untersucht.
Die für die Durchführung der umgekehrten einfachen
radialen Immunodiffusion und der quantitativen Im-
munopräzipitation benötigten Arbeitszeiten verhalten
sich bei rationallem Ansatz großer Serien annähernd wie
1:16 (Tab. 5). Hierbei wurde nur die reine Arbeitszeit
berücksichtigt, nicht dagegen die zwischen den einzelnen
Arbeitsgängen liegenden Reaktionszeiten, wie z. B.
Diffusionszeit, Immunopräzipitationszeit und Ver-
aschungszeit.
Bei der umgekehrten einfachen radialen Immunodiffu-
sion ist die Reaktionszeit auf die Diffusionszeit beschränkt,
d. h. auf den Zeitabschnitt vom Einfüllen der Probe bis
zur Messung des Präzipitationsdurchmessers (72 h).
Bei der quantitativen Immunopräzipitation besteht die
Tab. 5
Bestimmung präzipitierender Antikörper mit der umgekehrten ein-
fachen radialen Immunodiffusion und der quantitativen Immuno-






































Reaktionszeit aus der Zeit zwischen Ansatz und Abzen-
trifuga,tion des Immunopräzipitates (120 h) und der zur
Veraschung benötigten Zeit (je nach Menge des zu ver-
aschenden Präzipitates: 24—48 h). Die quantitative
Immunopräzipitation hat demnach eine annähernd
zweimal so knge Reaktionszeit wie die umgekehrte ein-
fache radiale Immunodiffusion. Der Mindestzeitaufwand
(Arbeitszeit und Reaktionszeit) für eine Einzelbestim-
mung beträgt bei der umgekehrten einfachen radialen
Immunodiffusion 3 Tage, bei der quantitativen Immuno-
präzipitation 7 Tage.
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Der apparative Aufwand für die umgekehrte einfache
radiale Immunodiffusion beschränkt sich auf Heiz-
platten (zum Erhitzen der Agaroselösung und zum Vor-
wärmen der Kunststoffschalen) und auf ein Meß-
mikroskop zur Messung der Präzipitatdurchmesser.
Für die Durchführung der quantitativen Immunopräzi-
pitation benötigt man Einrichtungen zur Konstant-
haltung der Temperatur, Zentrifugen zum Abzentri-
fugieren und Waschen des Immunopräzipitates, eine
Veraschungseinrichtung, eine Anlage zur Wasserdampf-
destillation sowie ein Gerät zur potentiometrischen End-
punkttitration.
Die benötigten Mengen an Untersuchungsmatenal sind für
beide Methoden unterschiedlich. Für die Durchführung
der umgekehrten einfachen radialen Immunodiffusion ist
für einen Ansatz mit 3 verschiedenen Antigenkonzen-
trationen eine Probenmenge von insgesamt 15 \ er-
forderlich. Im Gegensatz dazu werden bei der quanti-
tativen Immunopräzipitation für einen Ansatz mit 10
verschiedenen Antigenkonzentrationen 5 ml Antiserum
benötigt.
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